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要 :【 目 的 ] 探 明 灰 飞 虱 Laodelphax striatellus 体内 细菌 的 群落 结构 和 种 类 多 样 性 。【 方 法 】 采 用 
Illumina MiSeq 测序 平台 对 新 羽化 24 h 85 A € SUE ZE ux, E MR dg d] 16S rRNA 的 V3-V4 变异 区 序 
列 进 行 高 通 量 测 序 , 应 用 USEARCH 和 Silva 等 软件 和 数据 库 来 统计 样品 序列 数目 和 操作 分 类 单元 
(operational taxonomic unit, OTU) 数量 ,分 析 灰 飞 虱 雌雄 成 虫 体 内 细菌 的 种 类 组 成 丰 度 、Alpha 多 
样 性 及 其 差异 。 【结果 】 灰 飞 虱 皮 、 雄 成 下 样本 分 别 获 得 29 333 和 25 919 条 有 效 序列 ,根据 序列 相 
似 性 进行 聚 类 分 析 分 别 获得 55 和 57 个 OTUs。 其 中 , 肉 、 雄 成 虫 两 类 样本 共有 OTU 数目 20 个 , 特 
有 的 OTU 数目 分 别 为 35 和 37 个 。 基 于 OTU 物种 分 类 分 析 , 上 唆 雄 成 虫 样本 中 细菌 种 类 一 共 禾 盖 7 
个 门 、15 个 纲 、23 个 目 、33 个 科 、56 个 属 和 73 个 种 。 在 门 、 纲 、 目 和 科 分 类 阶 元 上 ,雌雄 成 虫 两 类 样 
ARS VA XE W H I1 (Proteobacteria, H 99. 96% / tE 99. 16% ) 、a- 变 形 菌 纲 (Alphaproteobacteria， 雌 
97.7696 / t 97. 84% ) , 2r 9E ij E ( Rhodospirillales, 3 83. 9296/2& 53. 21% ) 和 醋酸 杆菌 科 
( Acetobacteraceae , J£ 83. 90% /2& 53. 1796 ) 中 的 细菌 为 优势 菌 。 在 属 分 类 阶 元 上 , 灰 飞 虱 上 峻 雄 成 
来 体内 优势 菌 为 醋酸 杆菌 科 未 分 类 属 (unclassified Acetobacteraceae ) , 沃 尔 巴 克 氏 体 属 Wolbachia 次 
之 ,后 者 在 内 、 雄 成 虫 体 内 丰 度 分 别 为 13.81% 和 44. 52% 。 在 种 水 平 上 , 灰 飞 虱 上 峻 、 雄 成 虫 体 内 特 
有 细菌 分 别 为 21 和 32 个 种 ,但 两 类 样本 中 性 别 特有 种 的 丰 度 普遍 极 低 , 均 不 足 0.5% 。 【结论 】 灰 

飞 虱 肉 雄 成 下 间 细菌 群落 组 成 和 种 类 多 样 性 存在 差异 。 本 研究 为 进一步 挖 握 灰 飞 必 体内 关键 微 生 
Au z 学 功能 及 其 利用 等 方面 英 定 了 基础 。 
关键 词 : ; 16S rRNA; 高 通 量 测 序 ; 细菌 ; 多 样 性 
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Analysis of the bacterial community structure and diversity in the small 
brown planthopper, Laodelphax striatellus ( Hemiptera: Delphacidae) by 


16S rRNA high-throughput sequencing 
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Laboratory of Biometrology and Inspection and Quarantine, College of Life Sciences, China Jiliang 
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Abstract: [ Aim] To reveal the bacterial community structure and diversity in the small brown 
planthopper ( SBPH ) Laodelphax striatellus. [ Methods ] The Ilumina MiSeq high-throughput 
sequencing platform was used to sequence the V3-V4 regions of the bacterial 165 rRNA gene in the newly 
emerged female and male adults (24 h after emergence) of L. striatellus. The numbers of sequences and 


operational taxonomic units ( OTUs) and the abundance and diversity of the bacterial communities were 
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analyzed using the related softwares and databases including USEARCH and Silva. [Results] A total of 
29 333 valid tags and 55 OTUs were obtained from female adults of L. striatellus, while the numbers of 
valid tags and OTUs from male adults were 25 919 and 57, respectively. Among them, 20 OTUs were 
shared between the two samples of female and male adults, and the unique OTU numbers for female and 
male adults were 35 and 37, respectively. The total OTUs of the two samples were annotated into 7 
phyla, 15 classes, 23 orders, 33 families, 56 genera, and 73 species. At the levels of phylum, class, 
order and family, the most dominant bacteria in both samples of female and male adults were from 
Proteobacteria (99. 96% for female and 99. 16% for male), Alphaproteobacteria (97. 7696 for female 
and 97. 84% for male), Rhodospirillales (83. 92% for female and 53. 2196 for male), and 
Acetobacteraceae (83. 90% for female and 53. 1796 for male) , respectively. At the genus level, the 
dominant bacteria with the highest abundance belonged to an undetermined genus in Acetobacteraceae 
( unclassified Acetobacteraceae). The second dominant genus was Wolbachia, accounting for 13. 8196 
and 44. 52% in female and male adults, respectively. At the species level, the numbers of specific 
bacterial species in male and female adults were 21 and 32, respectively. However, the abundance of the 
sex-specific species in the two samples was generally low (less than 0. 596 ). [Conclusion] The results 
indicate that the bacteria in L. striatellus adults are diverse and the bacterial community structure and 


diversity are different between female and male adults. This study lays the foundation for further studies 


on the excavation and utilization of microorganism resources for the biocontrol of L. striatellus. 


Key words: Laodelphax striatellus; 168 rRNA ; high-throughput sequencing; bacteria; diversity 





JK KE Laodelphax striatellus Fallén 属 半 翅 H 
( Hemiptera) 飞 乱 科 (Delphacidae ) ,是 亚洲 地 区 重要 
的 农业 害虫 ,我国 以 长 江 中 下 游 和 华北 稻 区 发 生 最 
为 严重 (Otuka et al., 2010; 吕 进 等 , 2013 ) 。 灰 发 
ARARIRE EKE KRKE DE EKES 
VERIST , IE BE E REIK TE E IRR AED KTE A ACI Ah 
病 、 小 麦 从 矮 病 及 玉米 粗 缩 病 等 多 种 病毒 病害 ,造成 
作物 产量 的 巨大 损失 (Yamamura and Yokozawa， 
2002; 刘海 建 等 , 2007) 。 目 前 ,使 用 化 学 杀 虫 剂 仍 
是 防治 灰 飞 蛋 的 重要 手段 ,但 由 此 也 带 来 了 抗 药 性 
和 环境 危害 等 诸多 问题 ( Endo et al., 2002; EEH, 
2010) 。 因 此 ,寻求 一 条 新 的 防治 途径 ,有 效 减 少 化 
学 杀 虫 剂 的 使 用 ,是 开展 灰 飞 虱 防 控 工 作 的 关键 
所 在 。 

昆虫 体内 含有 大 量 的 微生物 ,形成 复杂 的 微 生 
物 群 落 ,在 昆虫 生长 发 育 及 繁殖 过 程 中 发 挥 重要 的 
作用 ,是 害虫 防治 中 尚未 开发 的 一 类 重要 资源 
(Douglas, 2007; Crotti et al., 2012)。 有 人 研究 表明 ， 
[5] Eft 2 388. E] E R Cp SE n, OE USE) — FEL UK Kt 
体内 亦 存 在 众多 微生物 群体 ,与 灰 飞 虱 生长 繁殖 、 营 
养 代 谢 和 抗 药性 产生 等 过 程 密切 相关 ( 乐 文静 等 ， 
2011; Cao et al., 2015) 。 最 近 几 年 , 稻 飞 乔 体 内 微 
生物 菌 群 的 研究 受到 了 学 者 的 广泛 重视 ,并 提出 了 
抑 菌 防虫 的 新 思路 , 即 通过 抑制 稻 飞 乱 体 内 微生物 




































































寺 别 是 共生 菌 ) 直接 或 间接 达到 控制 稻 飞 乱 的 目 
的 (陈列 忠 等 ,2006; Berasategui et al., 2016) 。 而 
明确 灰 飞 虱 体 内 微生物 多 样 性 、 挖 掘 关 键 微生物 种 
类 并 解析 其 生物 学 功能 以 期 利用 是 实现 抑 菌 防虫 的 
前 提 和 基础 。 

目前 ,关于 灰 飞 乔 体内 微生物 的 研究 主要 依赖 
于 传统 离 体 培养 技术 ,但 灰 飞 恒 体 内 微 环 境 很 难 人 
为 模拟 ,分离 过 程 重复 性 差 \. 易 污染 , 离 体 培养 很 难 
成 功 ( 曹 伟 等 ,2015 )。 尽 管 变性 梯度 凝 胺 电泳 
( denatured gradient gel electrophoresis, DGGE ) 技术 
的 应 用 可 以 在 一 定 程 度 上 提高 昆虫 体内 微生物 研究 
的 种 类 和 范围 ,但 其 存在 操作 复杂 ,重复 性 差 等 缺陷 
( Dong et al., 2011; Hou et al., 2013) 。 随 着 测序 技 
术 和 宏基 因 组 技术 的 快速 发 展 ,使 得 昆虫 体内 微 生 
物 的 研究 变 得 更 加 全 面 和 方便 (Shi et al., 2010), 
当前 ,国内 外 对 半 考 目 昆 虫 体 内 微生物 的 研究 开展 
较 多 ,特别 是 对 刺 吸 植物 计 液 的 是 科 、 粉 乱 科 等 刺 吸 
式 昆 虫 的 研究 较为 深入 ,但 对 灰 飞 虱 体 内 微生物 的 
系统 性 研究 还 严重 缺乏 (De Clerck et al., 2015; Su 
et al., 2016) 。 为 此 ,本 研究 采用 16S rRNA 测序 的 
宏基 因 组 策略 分 别 检 测 了 刚 羽 化 灰 飞 乔 上 肉 雄 成 虫 体 
内 细菌 的 种 类 组 成 及 其 多 样 性 ,以 期 掌握 灰 飞 乔 体 
内 细菌 型 微生物 的 资源 状况 ,为 后 续 研 究 灰 飞 虱 体 
内 细 苦 的 生态 功能 和 互 作 机 理 黄 定 基础 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

灰 飞 恒 肉 、 雄 成 虫 均 采 自 于 浙江 省 杭州 市 郊区 
水 稻田 ,在 人 工 气候 室内 (温度 26 + VC ,相对 湿度 
7096 +5% , 光 周 期 16L: 8D) DLE Hordeum vulgare 
苗 继 代 饲 养 50 代 以 上 并 维持 种 群 。 选 取 饲 养 获得 
的 灰 飞 乱 刚 羽化 24 h 的 雌 、 雄 成 虫 作为 供 试 昆 虫 。 
1.2. 灰 飞 虱 体内 微生物 总 基因 组 DNA 的 提取 与 
含量 测定 

分 别 取 刚 羽化 24 h 的 灰 飞 乱 雌 、 雄 成 虫 ,以 50 
头 完整 虫 体 作为 一 组 供 试 。 各 组 先进 行 6 h 的 饥饿 
处 理 , 以 除去 体内 可 能 随 取 食 而 进入 的 微生物 。 接 
着 使 用 759 的 酒精 表面 消毒 虫 体 3 次 ,每 次 3 min, 
再 用 无 菌 蔡 饮水 清洗 5 遍 , 晾 干 虫 体 。 运 用 DNeasy 
Tissue Kit( Qiagen, Hilden, Germany) 试剂 盒 参照 说 
明 书 分 别提 取 灰 飞 乱 雌雄 成 虫 体内 微生物 总 基因 
组 DNA, 最 后 总 DNA 用 50 pL ddH,O 溶解 。 使 用 
微量 核酸 蛋白 测定 仪 (NanoDrop 2000, USA) 测定 总 
DNA 浓度 及 0DmZ0D2w% 值 ,并 用 1.0% RS 3aUJE PERSE 
胶 电泳 检测 抽 提 质量 。 检 测 合 格 后 的 DNA 样品 保 
存 于 -80% 备用。 
1.3 细菌 16S rRNA 基因 的 PCR 扩 增 和 高 通 量 测序 

将 按 1.2 节 抽 提 的 总 DNA 为 模板 ,以 通用 引物 
338F: 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3' 和 806R: 
5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' 扩 增 细 菌 16S 
rRNA V3 + V4 区 域 。PCR 扩 增 体系 :基因 组 DNA 
模板 2 uL, TransStart Taq DNA Polymerase 0.5 uL, 
10 x Buffer 5 uL, 3|] 338F/806R ( 10 mmol/L) 各 
1 uL, dNTPs( 4&& 2. 5 mmol/L) 4 uL, Hj ddH,0 补足 
50 uL, PCR 扩 增 条 件 :94Y 预 变性 5 min;94% 变性 
30 s, 5$% 退火 30 s, 72% 延伸 45 s, 35 个 循环 ; 
72% 延伸 10 min, PCR 扩 增 产物 经 1.096 的 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 检测 后 ,用 AxyPrep DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 















































tags) 。 利 用 软件 USEARCH( v7.1) 将 相似 的 有 效 标 
签 进行 聚 类 。 相 似 性 高 于 9796 的 序列 归 为 一 个 分 
类 单元 , 即 一 个 OTU ( operational taxonomic unit ) 。 
采用 RDP Classifier 贝 叶 斯 算法 对 97% 相似 水 平 的 
OTU 代表 序列 进行 分 类 学 分 析 ,选用 Silva 核糖 体 数 
据 库 。 使 用 软件 Mothur 进行 Alpha 多 样 性 分 析 。 
基于 OTU 的 结果 计算 菌 群 多 样 性 。 菌 群 多 样 性 的 
指数 采用 Shannon 指数 、Simpson 指数 、Chaol 指数 
(Chao, 1984; Chao et al., 2000; Kuczynski et al., 
2011) 和 注释 物种 数 (number of annotated species) 。 
其 中 ,Chaol 指数 和 注释 物种 数 反映 样品 中 群落 丰 
富 度 ,Shannon 指数 反映 群落 的 多 样 性 ,Simpson 指 
数 反映 群落 中 优势 种 的 集中 程度 。Chaol 指数 1E 
释 物 种 数 和 Shannon 指数 越 大 ,Simpson 指数 越 小 ， 
说 明 样 品 中 的 物种 越 丰 富 多 样 。 









































2 结 


2.1 序列 拼接 与 聚 类 分 析 
JK KAHR 16S rRNA 高 通 量 测序 共 得 到 原始 
标签 为 55 435 条 ,拼接 优化 后 有 效 标签 为 55 252 
条 。 在 97% 相似 性 水 平 上 进行 聚 类 , 共 得 到 92 个 
OTUs。 其 中 , 灰 飞 恒 肉 、 雄 成 虫 样本 测序 原始 标签 
分 别 为 29 384 和 26 051 条 ,对 应 优化 后 分 别 得 到 
29 333 和 25 919 条 有 效 标签 。 在 97% 相似 度 下 可 
分 别 将 其 聚 类 为 用 于 物种 分 类 的 55 和 57 个 OTUs 
( 表 1)。 其 中 ,两 类 样本 共有 的 OTU 数目 为 20 个 ， 
WE HER USER OTU 数目 为 35 和 37 个 。 
R1 灰 飞 虱 体 内 细菌 16S rRNA 高 通 量 测序 基本 信息 
Table 1 Basic information of high-throughput sequencing 
based on bacteria 16S rRNA in the small brown 























planthopper Laodelphax striatellus 














原始 标签 数 有 效 标签 数 共有 0TU 数 特有 OTU 数 

















(Axygen，USA) 割 胶 回 收 。 每 供 试 组 做 3 个 重复 ， 
复 样 本 PCR 产物 合并 后 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检 
测 ,浓度 和 特异 性 合格 后 用 于 后 续 高 通 量 测序 。 测 
序 由 杭州 联 川 生物 技术 股份 有 限 公 司 完成 ,采用 
Illumina MiSeq PE300 高 通 量 测序 平台 进行 双 端 测序 。 
1.4 数据 分 析 

Miseq Illunina 测序 完成 后 ,将 下 机 的 原始 标签 
(raw tags) 利用 Overlap 将 双 端 数据 进行 拼接 ,并 进 
行 质 控 \ 垦 合体 过 滤 , 获得 高 质量 的 有 效 标 签 (valid 
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Number of Number of Number of Number of 

Sample 

raw tags valid tags shared OTUs unique OTUs 
MERE 

29 384 29 333 20 35 

Female adult 

HERE 

26 051 25 919 20 37 

Male adult 


2.2 灰 飞 虱 体内 细菌 种 类 组 成 及 其 丰 度 分 析 
基于 OTUs 的 分 类 结果 ,分 别 在 各 分 类 等 级 上 

对 灰 飞 乱 肉 、 雄 成 虫 样本 中 细菌 种 类 和 相对 丰 度 进 

行 了 统计 分 析 ( 表 2) 。 在 门 分 类 阶 元 水 平 上 , KK 
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表 2 


灰 飞 虱 雌雄 成 虫 体内 在 目 . 科 和 属 分 类 等 级 上 相对 丰 度 排名 前 15 的 细菌 


Table 2 Relative abundance of top 15 bacteria at the levels of order, family and genus in female and male adults of 
the small brown planthopper Laodelphax striatellus 


科 Family 














H Order 





属 Genus 





WEE, t Female adult 





HEIE Male adult 


MER IE Female adult 





HEE Male adult 


MER IE Female adult 





雄 成 虫 Male adult 








红 螺 菌 卓 
Rhodospirillales 
(83.92% ) 


立 克 次 氏 体 目 
Rickettsiales 
(13.81% ) 


肠 杆菌 日 
Enterobacteriales 


(2.04% ) 
伯 克 氏 菌 目 
Burkholderiales 
(0.10% ) 
假 单 胞 菌 目 
Pseudomonadales 
(0.04% ) 

放 线 菌 目 
Actinomycetales 


(0.03% ) 


畏 脂 单 胞 菌 目 
Sphingomonadales 
(0.02% ) 



































































































































黄 单 胞 菌 目 
Xanthomonadales 


(0.0196 ) 


根瘤 菌 目 
Rhizobiales 
(0.0196) 
气 单 胞 菌 目 
Aeromonat 
(0.0196) 
WE ZTAETR H 
Cytophagales 
(0.0196) 

拟 杆菌 目 
Bacteroidales 


(0.01% ) 
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EE H 




















红 螺 


Rhodospirillales 


(53. 


2196) 


立 克 次 氏 体 目 


Rickettsiales 


(44. 


假 单 





52% ) 


胞 菌 目 

















Pseudomonadales 


(0.69% ) 


ACER TR 


























Actinomycetales 


(0.44% ) 





IAE 








RAH 





Burkholderiales 


(0.39% ) 


肠 杆 








FH 











Enterobacteriales 


(0.1 
TIR 


Sphingo 


(0.1 
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196) 








醋酸 杆菌 科 
Acetobacteraceae 


(83.90% ) 
立 克 次 氏 体 科 
Rickettsiaceae 


(13. 8196 ) 


肠 杆菌 科 
Enterobacteriaceae 


(2.04% ) 


草酸 杆菌 科 
Oxalobacteraceae 
(0.07% ) 
sre 
Moraxellaceae 


(0.04% ) 


MENR 
Comamonadaceae 


(0.03% ) 


红 螺 菌 科 
Rhodospirillaceae 
(0.02% ) 


RIEF 
Sphingomonadaceae 


(0.02% ) 


微 杆 菌 科 
Microbacteriaceae 


(0.02% ) 


黄 单 胞 菌 和 
Xanthomonadaceae 
(0.0196) 
基 杆菌 科 
Methylobacteriaceae 


(0.01% ) 


假 诺 卡 氏 菌 科 
Pseudonocardiaceae 


(0.0196 ) 
华 杆菌 科 


Sinobacteraceae 


(0.0196 ) 
假 单 胞 菌 科 


Pseudomonadaceae 


(0.0196 ) 


气 单 胞 菌 各 
Aeromonadaceae 


(0.01%) 





































































































































































































醋酸 杆菌 科 
Acetobacteraceae 


(53.17% ) 
立 克 次 氏 体 科 


Rickettsiaceae 


(44.52% ) 

莫 拉 菌 科 
Moraxellaceae 
(0.64% ) 

微 杆菌 科 
Microbacteriaceae 
(0.3696) 

丛 毛 单 胞 菌 科 
Comamonadaceae 
(0.24% ) 
草酸 杆菌 科 
Oxalobacteraceae 


(0.1596) 
肠 杆 菌 科 


Enterobacteriaceae 


(0.11% ) 

鞘 脂 杆 菌 科 
Sphingobacteriaceae 
(0.09% ) 

WT HE SURE 
Cytophagaceae 
(0.0896) 

黄 杆 菌 科 
Flavobacteriaceae 


(0.08% ) 
鞘 脂 单 胞 菌 科 


Sphingomonadaceae 


(0.06% ) 
黄 单 胞 菌 科 


Xanthomonadaceae 


(0.05% ) 
假 单 胞 菌 科 


Pseudomonadaceae 


(0.04% ) 
华 杆菌 科 


Sinobacteraceae 


(0.04% ) 


Rhodospirillaceae 
(0.0396) 













































































































































































































































































醋酸 杆菌 科 未 鉴定 属 ”醋酸 杆菌 科 未 鉴定 属 
Unclassified Unclassified 
(83.76% ) (53.1246 ) 
沃 尔 巴克 氏 体 属 沃 尔 巴克 氏 体 属 
Wolbachia Wolbachia 
(13.8196 ) (44.5296 ) 
SERA UR 不 动 杆菌 必 
Klebsiella Acinetobacter 
(0.67906) (0.63% ) 
特 拉 布 斯 氏 菌 属 细 杆 菌 属 
Trabulsiella Microbacterium 
(0.4096) (0.36% ) 
Kosakonia 草 螺 菌 属 
(0.35% ) Herbaspirillum 
(0.1596) 
肠 杆菌 属 从 毛 单 胞 菌 属 
Enterobacter Comamonas 
(0.32% ) (0.10% ) 
PIT. 代 尔 夫 特 菌 属 
Pantoea Delfiia 
(0.2096) (0.09% ) 
简 糖 醋 杆 菌 属 鞘 脂 杆菌 属 
Gluconacetobacter Sphingobacterium 
(0.1496) (0.09% ) 
埃 希 氏 菌 属 金黄 杆菌 属 
Escherichia Chryseobacterium 
(0.07% ) (0.07% ) 
草 螺 菌 属 鞘 脂 单 胞 菌 属 
Herbaspirillum Sphingomonas 
(0.05% ) (0.06% ) 
不 动 杆菌 属 葡 糖 醋 杆 菌 属 
Acinetobacter Gluconacetobacter 
(0.0396) (0.06% ) 
Oleomonas ESI 
(0.02% ) Stenotrophomonas 
(0.05% ) 
WAP TAI 特 拉 布 斯 氏 菌 属 
Sphingomonas Trabulsiella 
(0.02% ) (0.05% ) 
沙 雷 民 菌 必 管 杆菌 必 
Serratia Siphonobacter 
(0.02% ) (0.05% ) 
杜 构 氏 菌 属 假 单 胞 菌 属 
Duganella Pseudomonas 
(0.02% ) (0.04% ) 










































































































































































括号 中 数据 为 相对 站 度 。Datain brackets are the relative abundance, 0T 


rackets are the relative abundance. 
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乱 瞧 成 虫 体内 细菌 型 微生物 的 168 rRNA 基因 序列 
共 注 释 到 了 变形 菌 门 (Proteobacteria) 、 放 线 菌 门 
( Actinobacteria) , $ 3 |] ( Cyanobacteria ) 和 拟 杆 菌 
|] (Bacteroidetes)4 个 门 , 其 中 以 变形 菌 门 细菌 为 优 
势 菌 , 丰 度 占 总 数 的 99.96% 。 灰 飞 乔 雄 成 虫 样本 中 
的 细菌 种 类 除 包 含 与 肉 成 虫 样本 中 相同 的 上 述 4 个 
菌 门 之 外 ,还 涵盖 厚 壁 菌 门 (Firmicutes ) , Candidatus 
Saccharibacteria 门 和 柔 膜 菌 门 (Tenericutes ) ,同样 以 
变形 菌 门 细菌 占 优 (99. 16% ) 。 在 纲 分 类 阶 元 水 
PE E , 灰 飞 乔 肉 、 雄 成 虫 样本 共 注 释 到 了 15 个 纲 ， 
主要 有 a- 变 形 菌 纲 (Alphaproteobacteria) , y-Æ JÉ 
W 纲 (Gammaproteobacteria) 、 B- 变 Æ W #8 
( Betaproteobacteria) 、 放 线 菌 纲 ( Actinobacteria ) , H 
小 杆菌 纲 ( Flavobacteriia ), 355 JE TF W 5j 
(Sphingobacteriia) KKT HE ps 4] ( Cytophagia ) 和 8-25 
JEW 49] ( Deltaproteobacteria) 等 。 肉 雄 成 虫 体 内 均 以 
a- 变 形 阔 纲 为 优势 菌 纲 ,y- 变 形 菌 纲 细菌 丰 度 次 之 ， 
但 两 者 的 相对 丰 度 在 上 肉 雄 成 虫 中 略 有 差异 ,如 上 肉 成 
虫 体内 a- 变 形 菌 纲 和 y- 变 形 菌 纲 的 丰 度 分 别 为 
97.76% 和 2. 09% , 而 雄 虫 体内 相应 丰 度 分 别 为 
97. 84% 和 0.89% 。 在 目 分 类 阶 元 水 平 上 , JEDE E 
到 了 包括 红 螺 菌 目 (Rhodospirillales) 、 立 克 次 氏 体 目 
( Rickettsiales) | 4H 3€ E& Wi H ( Burkholderiales ) 、 肠 杆 
PT H ( Enterobacteriales ) 4H 4E J& HE wW H 
( Pseudomonadales) 在 内 的 23 个 目 。 其 中 10 个 目 为 
两 类 样本 共有 , 且 样 本 共有 的 种 类 中 多 数 具 有 相对 
较 高 的 丰 度 ,如 红 螺 菌 目 和 立 克 次 氏 体 目 ,其 丰 度 在 
雌 成 虫 体 内 分 别 占 83.92% 和 13. 8196 ,在 雄 成 虫 体 
内 分 别 占 53. 2196 和 44. 5296 。 在 科 分 类 阶 元 水 平 
E, AE m 33 个 科 , 主要 有 了 酷 酸 杆菌 科 
( Acetobacteraceae ) 立 克 次 氏 体 科 (Rickettsiaceae ) 、 
肠 杆 菌 科 ( Enterobacteriaceae )、 莫 拉 W 4 
( Moraxellaceae) .草酸 杆菌 科 ( Oxalobacteraceae ) JA 
E HŽ Ju W Ph ( Comamonadaceae ) 4H fi T PR FH 
( Microbacteriaceae) 等 。 其 中 JK K AUHEN EIRIN ET 
红 螺 菌 目 酷 酸 杆菌 科 细菌 为 主 , 占 比 为 83. 90% 。 
雄 成 虫 体 内 检测 的 优势 菌 为 红 螺 菌 目 醋酸 杆菌 科 和 
立 克 次 氏 体 目 立 克 次 氏 体 科 细 菌 , 其 丰 度 分 别 为 
53.17% 和 44.52%。 在 属 分 类 阶 元 水 平 上 , 共 注 释 
到 了 56 个 属 ,包括 沃 尔 巴 克 氏 体 属 Wolbachia 、 细 杆 
菌 属 Microbacterium 、 特 拉 布 斯 氏 菌 属 Trabulsiella 不 
动 杆 菌 属 Acinetobacter 、 肠 杆菌 属 Enterobacter 等 。 其 
中 , 灰 飞 息肉 雄 成 虫 体内 共有 16 属 细菌 ,优势 菌 均 
为 醋酸 杆菌 科 未 分 类 属 (unclassified ) , HF EE f WE , 

























































































雄 成 虫 中 分 别 为 83.76% 和 53.12% , 沃 尔 巴 克 氏 体 
属 次 之 ,相应 丰 度 分 别 为 13.81% 和 44.52% 。 在 种 
分 类 阶 元 水 平 ,注释 到 包括 Enterobacter asburiae , 
rhizosphaerae 和 
aquaeclarae 在 内 的 73 种 细菌 ,其 中 肉 、 雄 成 虫 体内 
特有 细菌 分 别 为 21 和 32 个 种 ,但 两 类 样本 中 性 别 
特有 种 的 丰 度 普遍 极 低 , 丰 度 均 不 足 0.5% 。 
2.3 灰 飞 虱 体内 细菌 多 样 性 分 析 
Alpha 多 样 性 指数 评估 可 以 反映 样本 中 细菌 群 
落 的 丰富 度 和 多 样 性 。 本 研究 选取 注释 物种 数 、 
Chaol „Shannon 和 Simpson 4 个 常用 的 Alpha 多 样 性 
间 数 进行 分 析 。 由 表 3 可 见 , 灰 飞 乱 肉 雄 成 虫 体 内 
细菌 种 类 有 和 较 高 的 丰富 度 和 和 多样 性 。 其 中 上 肉 、 雄 成 
虫 体内 细菌 注释 物种 数 分 别 为 41 和 52 种 ,Shannon 
E) 9] 2y 0.83 和 1. 26 ,Simpson 指数 分 别 为 0.28 
和 0. 52 ,Chaol 指数 分 别 为 72.33 和 84. 00。Chaol 
HAAI Shannon 指数 越 大 ,Simpson 指数 越 小 ,说 明 
样品 中 的 物种 越 丰富 多 样 。 因 此 , 灰 飞 乔 雄 成 虫 体 
内 细菌 物种 丰 度 明显 高 于 上 肉 成 虫 。 
表 3 灰 飞 虱 雌雄 成 虫 体 内 细菌 的 多 样 性 指数 统计 
Table 3 Statistics of alpha diversity indices of the bacteria 





Acinetobacter Siphonobacter 
































in female and male adults of the small brown 


planthopper Laodelphax striatellus 


多 样 性 指数 Diversity indices 























注释 物种 数 
uo E 雄 共有 种 / 
E Pene 
EFFE 
Samples DEM Shannon Simpson Chaol 
Number of annotated species 
( Female and male shared 
species/Sex-specific species ) 
WERL ra 
41(20/21) 0.83 0.28 72.33 
Female adult 
雄 成 虫 
52(20/32) 1.26 0.52 84.00 
Male adult 


对 序列 进行 随机 抽样 ,统计 抽样 样本 的 序列 数 
和 各 指数 ,分 别 绘制 曲线 。 结 果 表明 各 曲线 均 已 到 
达 平 台 期 ,说 明 更 大 的 测序 量 不 会 引起 物种 多 样 性 
的 显著 增长 ,基于 现 有 数据 量 的 分 析 结 果 准 确 可 靠 。 
其 中 Shannon 指数 和 Chaol 指数 随 抽样 序列 数量 的 
变化 曲线 如 图 1 所 示 。 
































3 讨论 


16S rRNA 测 序 技术 可 以 避 开 微生物 分 离 培养 
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n gs 一 雄 成 虫 Male adult B 一 lE d Male adult 
雌 成 虫 Female adult 100 一 HEIE Female adult 
< 
E T 
Hz g. 
三 
$$ $ó 
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000 
抽样 序列 数目 抽样 序列 数目 
Number of sequences sampled Number of sequences sampled 
图 1 Shannon 指数 (A) 和 Chaol 指数 (B) 随 抽样 序列 数量 的 变化 曲线 
Fig. 1 Relationship between the Shannon (A) and Chaol (B) indices and the number of sequences sampled 








的 过 程 ,能 够 准确 .快速 ,高 通 量 地 解读 微生物 群体 
的 多 样 性 与 丰 度 ( Hughes et al., 2001) 。 目 前 ,该 技 
术 已 经 广泛 应 用 于 土壤 微生物 的 研究 ,但 在 分 析 重 
要 农业 害虫 体内 微生物 种 类 组 成 、 群 落 结构 和 多 样 
性 的 研究 中 还 相对 较 少 (Jousselin et al., 2016) 。 本 
人 研究 采用 16S rRNA FI Illumina Miseq 测序 技术 首次 
全 面 分 析 了 灰 飞 虱 上 肉 雄 成 虫 体内 细菌 菌落 组 成 ,为 
进一步 探索 利用 灰 飞 乔 体内 微生物 资源 进行 害虫 防 
治 英 定 了 基础 。 

本 研究 表明 , 灰 飞 乱 雌雄 成 虫 体内 细菌 型 微 生 
物 一 共 注 释 鉴 定 获得 7 个 门 ,15 个 纲 ,23 个 目 ,33 
个 科 ,56 个 属 ,73 个 种 。 这 些 细菌 除 沃 尔 巴 克 氏 菌 
外 ,其 他 种 类 细菌 在 灰 飞 剧 中 均 为 首次 报道 。 在 鉴 
定 的 7 个 门 中 ,以 变形 兽 门 细菌 为 主 (99% ) ,此 结 
果 与 同属 半 翅 目的 其 他 昆虫 肠 道内 优势 戎 群 相同 ， 
如 豌豆 蚜 Acyrthosiphon pisum , E ES Riptortus 
clavatus 和 扶桑 绵 粉 内 Phenacoccus solenopsis ( Haynes 
et al., 2003; Kikuchi et al., 2007; EZ, 2014), 
EREA H AMEE Cnaphalocrocis medinalis 和 小 
X i Plutella xylostella, XX. W H rà 25 X Wf 
Procecidochares utilis 和 地 中 海 实 晶 Ceratitis capitata , 
HAHI Schistocerca gregaria VJ 及 鞘翅 目 根 六 
MRR Saperda vestita 肠 道中 ,变形 菌 门 同样 为 其 
优势 菌 门 (Schloss et al., 2006; Behar et al., 2008; 
Dillon et al., 2010; 夏 晓 峰 , 2014; 刘 小 改 等 ,2016 ; 
张 某 等 , 2016)。 灰 飞 恒 体 内 微生物 主要 聚集 于 上 肠 
道 和 脂肪 体内 ( 陈 法 军 等 , 2006)。 本 研究 结果 表 
明 ,该 优势 菌 门 亦 可 能 主要 来 源 于 灰 飞 恒 肠 道内 。 

在 本 研究 从 灰 飞 虱 成 虫 体内 鉴定 的 56 个 细菌 
m rp. 优势 菌 属 为 醋酸 杆菌 科 未 分 类 属 
(unclassified), WIK PH ,醋酸 杆菌 科 细 苗 在 昆虫 

































































体内 广泛 存在 ,其 宿主 范围 包括 昆虫 纲 的 半 翅 目 、 膜 
翅 目 .鞘翅 目 、 鳞 翅 目 和 双 翅 目 。 该 菌 在 宿主 肠 道 、 
LH [CE .唾液 腺 和 生殖 组 织 内 均 有 分 布 , 但 目前 对 其 
在 昆虫 宿主 体内 生物 学 生态 学 功能 等 尚 不 完全 明确 
(Crotti et al., 2010) 。 沃 尔 巴克 氏 体 属 Wolbachia 为 
次 优势 属 ,与 泽 兰 实 蝇 肠 道 微 生物 优势 属相 同 ( 张 
某 等 , 2016) , Wolbachia 是 一 种 广泛 分 布 于 节肢 动 
物体 内 的 共生 细菌 ,能 够 在 亲 代 和 子 代 之 间 垂直 传 
递 ,并 调控 诸多 宿主 昆虫 的 生殖 行为 ,导致 胞 质 不 亲 
和 (cytoplasmic incompatibility, CI), JA WE Æ 7H 
( parthenogenesis inducing, PI) 和 杀 雄 (male killing) 
等 现象 (Zabalou et al., 2004)。 除 此 之 外 , Wolbachia 
还 参与 宿主 昆虫 的 营养 代谢 和 环境 适应 过 程 
( Hedges et al., 2008) , ,如 Wolbachia 能 帮助 温带 自 
Hi Cimex lectularius 宿主 合成 维生素 B ,能 提高 尖 音 
PES. Culex pipiens 对 杀 虫 剂 的 抗 性 (Berticat et al., 
2002; Nikoh et al.，2014)。 已 有 研究 表明 ， 
Wolbachia J ZAE FK KAVE JEE R (in RAN DN 
A URIE HE FB HR (Ak p E E RA TH 1 ) 
中 ,导致 细胞 质 不 亲 和 现 象 ,但 与 其 体内 携带 水 稻 条 
纹 病 毒 ( Rice stripe virus, RSV) 的 特点 不 存在 明显 的 
IRH HASE, 2006; Zhang et al., 2010) 。 但 
Wolbachia 能 否 参 与 灰 飞 恒 的 营养 代谢 ,以 及 增强 对 
化 学 农药 .外 源 病原 物 侵 染 的 抗 性 等 方面 还 需 进 一 
步 研 究 。Arsenophonus 属 细菌 也 是 昆虫 体内 的 一 类 
第 见 共生 细菌 , 寄主 范围 广 ,与 杀 雄 作用 相关 
( Nováková et al., 2009) 。 该 菌 在 褐飞虱 Nilaparvata 
lugens 体内 已 有 发 现 ,并 通过 第 2 代 高 通 量 测序 技 
术 测 定 了 其 全 基因 组 序列 ( 王 渭 霞 等 , 2010; Xue et 
al., 2014) ,但 在 本 研究 的 灰 飞 虱 体内 没有 被 检测 
到 。 有 报道 称 Arsenophonus FI Wolbachia TE K H 
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体内 可 能 存在 竞争 关系 ,两 种 菌 很 少 共 同 存在 于 同 
一 褐 飞 恒 个 体内 (Qu et al., 2013)。 上 述 现象 是 否 
也 出 现在 灰 飞 虱 群 体 中 有 待 进一步 的 验证 。 

昆虫 体内 微生物 多 样 性 与 性 别 、 品 种 食物 以 及 
环境 因素 相关 (Su ei al., 2016) MEHE E E h FÆ 
理 代谢 等 的 不 同 可 能 导致 体内 微生物 菌 群 存在 差 
异 。 本 研究 中 关于 灰 飞 虱 肉 雄 成 虫 体 内 微生物 多 样 
性 比较 的 结果 支持 上 述 推论 。 尽 管 灰 飞 乱 雌雄 成 虫 
体内 的 优势 类 群 在 各 分 类 阶 元 等 级 上 未 发 现 明 显 差 
异 , 均 为 变形 菌 门 、a- 变 形 菌 纲 、 红 螺 菌 日 醋酸 杆菌 
科 细 菌 ,但 其 相对 丰 度 不 尽 相 同 。 此 外 , 除 共 有 细菌 
种 类 外 ,雌雄 成 虫 中 各 具有 自身 的 特有 细 彬 种 类 。 
EZA Bombyx mori 和 螺旋 粉 乱 Aleurodicus dispersus 
肠 道 微生物 多 样 性 研究 中 呈现 类 似 结果 ,雄性 家 看 
和 雌性 家 大 肠 道中 优势 属 不 尽 相 同 , 雄 至 中 有 23 个 
属 的 细菌 丰 度 是 上 肉 春 的 1.5 fi DA E: Lf TE ME i 
中 的 狭义 梭 菌 属 Clostridium sensu stricto 和 苍白 杆菌 
属 Ochrobactrum 丰 度 分 别 是 雄 和 看 的 9.19 和 5.07 倍 
( 许 刚 等 , 2015 ) 。 通 过 DGGE 技术 分 析 表 明 ,螺旋 
粉 乱 不 同性 别 之 间 肠 道 微 生物 的 组 成 与 丰 度 比率 也 
具有 一 定 的 差异 ,如 雄 成 虫 中 不 含有 D114 条 带 ( 王 
旬 洪 等 , 2012) 。 灰 飞 乱 可 取 食 水 稻 , 小 麦 、 大 麦 和 
玉米 等 多 种 不 本 科 作 物 ,进一步 研究 取 食 不 同 寄主 
条 件 下 体内 微生物 群落 的 结构 组 成 和 多 样 性 ,将 有 
利于 对 灰 飞 息 寄主 多 样 性 及 相关 方面 的 研究 。 

昆虫 体内 含有 大 量 微生物 ,其 中 诸多 菌 群 在 长 
期 进化 过 程 中 与 宿主 昆虫 之 间 形 成 了 互利 共生 的 关 
系 ,与 宿主 的 生长 发 育 、 营 养 代谢 和 环境 适应 性 息 息 
相关 ( Engel and Moran, 2013; Wan et al., 2014)。 
探 明 昆虫 体内 微生物 种 类 组 成 ,群落 结构 , 丰 度 变化 
等 信息 有 利于 深入 了 解 其 系统 发 育 及 与 宿主 协同 进 
化 关系 ,为 阐述 昆虫 的 适应 性 多样 性 以 及 与 共生 微 
生物 协同 进化 机 制 英 定理 论 基础 。 本 研究 基于 16S 
rRNA 高 通 量 测序 技术 全 面 分 析 了 重要 农业 害虫 灰 
飞 虱 体内 微生物 群落 结构 及 多 样 性 , 极 大 丰富 了 灰 
飞 翅 体内 微生物 相关 信息 ,研究 结果 有 助 于 灰 飞 乔 
体内 关键 微生物 种 类 的 挖掘 及 其 生物 学 功能 的 解 
析 , 为 进一步 开发 基于 宿主 -寄生 或 共生 微生物 互 作 
关系 的 灰 飞 乱 绿色 防 控 技 术 提供 新 思路 。 
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